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研究成果の概要（和文）： NF複合体は、c-fos遺伝子の上流とコアプロモーターに作用し転写を活性
化する。NF45、NF90及びNF110をノックダウンすると、血清によるc-fos遺伝子の転写誘導が低下した。
また、クロマチン免疫沈降より、NF複合体はc-fosのエンハンサーとプロモーター上では、遺伝子誘導前
後で存在するが、遺伝子の内部では、RNAポリメラーゼIIと同様に転写活性化に伴って存在量が変化
することが分かった。これらのことより、NF複合体はc-fos遺伝子の誘導時に転写コアクチベーターとして
のみならず、遺伝子発現の各段階を統括していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The transcriptional activities of the NF complexes (NF45-NF90 and 
NF45-NF110) are mediated by both the upstream enhancer and core promoter regions of 
the c-fos gene. Knockdown of the endogenous NF90/NF110 in mouse cells results in a 
diminished induction of c-fos transcription upon serum stimulation. Chromatin 
immunoprecipitation assays show that the NF complexes occupy the c-fos 
enhancer/promoter region before and after serum induction and that their occupancies 
within the coding region of the c-fos gene increase in parallel to that of RNAPII upon serum 
induction. Thus, the NF complexes appear to serve as multifunctional coactivators that 
coordinate different steps of gene expression to facilitate rapid response of inducible genes. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 研究開始時までの状況 
 c-fos 遺伝子等の前初期遺伝子群では、増
殖因子（例えば PDGF や EGF）がキナーゼ等
のカスケードを介して核にシグナルを伝達し、
プロモーターの上流に結合する転写因子
（ c-fos では SRF、Elk-1、ATF1、CREB、
STAT）のリン酸化を引き起こし、転写が活性化
されることが知られている。しかし、増殖因子の
シグナルが核に伝達された後に、いかにして
転写が促進するかは依然不明な点が多い。申
請者らは、これまでの研究より c-fos 遺伝子を
活性化する未知のコアクチベーター活性を検
出し、その活性の一つが NF 複合体であること
を見出した。 
 NF 複合体は NF45 と NF90（または NF110）
からなる 2量体で、二本鎖 RNA結合ドメインを
もつ因子で、mRNA に結合して mRNA の核か
ら細胞質への輸送と安定性の制御に関与する。
最近の報告では、NF 複合体は、RNA ポリメラ
ーゼ II と共免疫沈降され、転写伸長複合体の
一部を形成していることが知られてい。さらに、
ヒストン H3 の K4me3（トリメチル化された 4 番
目のリシンで、転写と強く相関する修飾）に結
合するクロマチン結合因子 CHD1 とも複合体
を形成していることなど、転写との関係が強く
示唆されている。この様に、これまでの報告か
ら NF 複合体の転写後の作用は比較的良く分
かっているが、この複合体の転写開始および
伸長反応での役割は不明である。 
 
 
(2)着想に至った経緯 
 最近の我々の解析から、HeLa 細胞より単離
した NF複合体には低分子 RNAおよびタンパ
ク質からなる複数の因子が含まれることが分か
った（Fukuda et al, 2008 年 10 月 ASBMB 
Special Symposia, Transcriptional Regulation 
by Chromatin and RNA Polymerase II で発表）。
興味深いことに、NF複合体を HeLa各抽出液
から P11 カラムで分画すると、0.1M KCl 画分
（活性型）と 0.3M KCl 画分（非活性型）に分
かれて存在する。両者は、比活性と結合因子
が異なる上に、細胞増殖状態に応じて量比が
変化する。以上より、細胞増殖に応じて NF 複
合体の活性が結合因子によって制御されてい
ることを強く示唆された。以上より、NF 複合体
の転写制御メカニズムを解析するという着想に
至った。 
 
(3) 国内・国外の研究動向及び位置づけ 
 真核生物の転写については国内外で多く転
写研究の分野では、すでに多数のコアクチベ
ーターが報告されてが、まだ多くのコアクチベ
ーター群の存在が予想される。また、当因子
のように ncRNA と結合し、多サブユニット構造
を持ち、リン酸化その他の修飾で活性が変化
するコアクチベーター類は two-hybrid 法など
の手法で発見するのには限界がある。この点
で、生化学的手法と in vitro転写アッセイ系を
用いる研究は、この分野での新たなコアクチ
ベーター因子の発見や ncRNA 分子の転写へ
の関与の解明を促進すると期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、転写から翻訳まで過程で作用
する NF複合体の制御機構を明らかにするため、
相互作用するタンパク質および低分子 RNA の
同定を進め、NF 複合体の活性化機構を明らか
にする。また、細胞増殖に伴い、どの転写因子
がNF複合体により制御されているかも明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
（１）NF 複合体と結合するタンパク質因子の同
定 
 NF45、NF90、NF110 各サブユニット遺伝子
に FLAG タグをつけた細胞株を作製し、その
核抽出液から NF 複合体を精製すると
NF45/NF90(110)には幾つかのタンパク質が
結合している。この細胞株を大量培養（100リッ
トル程度）し十分量の NF複合体を精製した後
に、結合タンパク質を質量分析で同定する。 
 
（２）NF複合体と結合する RNAの同定 
 NF 複合体には 100nt 未満の RNA（miRNA
または snRNAと思われる）と200-500nt程度の
RNA が結合している。これらの RNA を鋳型に
して逆転写を行い、結合 RNA を cDNA として
クローニングして塩基配列を決定する。クロー
ン化した RNA の NF45、NF90、NF110 との結
合および結合による NF 複合体の機能を in 
vitro 転写系を用いて明らかにする。また
siRNA による RNA のノックダウン、または細胞
内での一過性発現にて NF複合体の機能を、
転写・転写後プロセッシング、核からの輸送お
よび翻訳など、多角的に検討する。この際に
は c-fos mRNA だけでなく、他種類の mRNA
について検討を加える。 
 
（３）NF複合体の遺伝子上での動態 
 NF 複合体は転写以降の段階にも作用する
可能性が高い。NF 複合体の各サブユニットに
対する抗血清を作製する。得られた抗血清を
アフィにティー精製し、クロマチン免疫沈降法
を行い、c-fos遺伝子上でのNF複合体の動態
を明らかにする。 
 
（４）NF複合体と転写因子群の相互作用 
 NF 複合体のサブユニットを GST 融合タンパ
クしつとして発現させ、精製する。これらのタン
パク質を用いて、基本転写因子やアクチベー
ターとの相互作用を解析する。 
 
(5) NF複合体による前初期遺伝子の発現調節 
 c-fos遺伝子は多様な刺激により転写活性化
される 。特に 、 EGF などの成長因子と
anisomycinなどのストレス刺激ではシグナル伝
達経路が異なる。細胞を NF タンパク質の
siRNA で処理後に、EGF などの成長因子と
anisomycin などのストレス刺激で c-fos遺伝子
を活性化して、NF 複合体がどの経路と協調し
て作用するのかを明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）NF 複合体と結合するタンパク質因子の同
定 
 NF 複合体の各サブユニットを発現する HeLa
細胞より抽出液を作製し、M2 アガロースで精製
を行った。各フラクションから得られた複合体、
各 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 得 ら れ た 複合 体 を
SDS-PAGE で比較し、十個以上のタンパク質が
特異的に結合していることが明らかになった。こ
れらにタンパク質は質量分析で同定中である。 
（２）NF複合体と結合する RNAの同定 
 NF複合体中には long-non coding RNA と思わ
れる RNA と miRNAに相当する大きさの RNAが
結合していることを見出した。各 RNAについてク
ローニングを行い、NF 複合体の機能的関連を
解析中である。 
 
（３）NF複合体の遺伝子上での動態 
c-fos 遺伝子上の、-3,400 bp、-600 bp、-300 
bp、+1、+1,600 bp、+3,000 bp の領域での NF
複合体の結合を経時的に明らかにした。その
結果、NF複合体は転写活性化とは無関係にプ
ロモーター上に存在することが分かった。また、
遺伝子の内部では、PolII と同様に転写活性化
に伴って 30分後には存在量が増加し、60分後
には存在量が元に戻ることが分かった。 
 以上より、NF複合体はPolII と同様にダイナミ
ックに遺伝子上に存在し、おそらく PolII と結合
して遺伝子上を移動することが示唆された。 
 
(４)NF複合体と転写因子群の相互作用 
GST プルダウンの結果、NF 複合体は、CREB、
ATF1、Elk-1 と結合することが分かった。また、
TDIID、TFIIB とも結合した。TFIID の細部ユニ
ットでは、TAF1、TAF3、TAF8、TBP と結合した。
以上のことより、NF 複合体は、アクチベーター
や基本転写装置と結合することによって、プロ
モーター上に局在することが、強く示唆された。
一方、NF 複合体は PolII のリン酸化、非リン酸
化型のどちらにも結合しなかった。このことより、
NF複合体は、何らなの因子を介して PolIIに間
接的に結合し、c-fos 遺伝子上を移動すること
が示唆される。 
 
(5) NF複合体による前初期遺伝子の発現調節 
細胞内での NF 複合体の役割について検討す
るため、siRNA を用いて NF 複合体をノックダウ
ンし、c-fos 遺伝子の発現誘導における影響を
調べた。その結果、NF 複合体をノックダウンし
た細胞では血清刺激による c-fos 遺伝子の誘
導が顕著に低下することが明らかとなった。
EGF刺激についても検討した結果、NF複合体
をノックダウンした細胞において発現誘導の低
下が見られた。一方、anisomycin 刺激では、Nf
複合体をノックダウンしてもほとんど変化しなか
った。これらの結果より、NF 複合体は c-fos 遺
伝子が増殖因子で活性化されるときにのみ作
用し、ストレス刺激による c-fos遺伝子の活性化
には関与しないことが分かった。 
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